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Dispositif d^incubation pour lames de serologie et dliistologie 

La presente demande conceme iiii dispositif d'incubation pour supports de 
5 serologic ou d'histologie. EUe conceme egalement tout appareil comprenant un tel 
dispositif, ainsi que rutilisation de ces appareils et/ou dispositifs dans des proc6des 
d'analyse ou de diagnostic. 

Aniere Plan de I'lnvention 

10 

De nombreux tests de diagnostic sont bases sur la r6action en phase 
heterogene^ entre une surface plane et solide (typiquement une lame porte-objet de 
micoscopie) et une phase liquide. 

Dans une premiere variante (telle que par example les tests serologiques)^ 
15 Techantillon biologique a tester est contenu dans la phase liquide, et reagit a vec ^ 
ime lame portant des elements r^actifs, par exemple des prot^ines, cellules, I 
sequences d'ADN, bact^ries, viras, etc., deposes au prealable sur la lame. Aprfes f 
une premiere reaction, la lame est mise en contact avec un reactif r6v61ateur. 

Selon une autre variante, Techantillon biologique k tester est depose sur la 
20 lame, les el6ments r6actifs (anticorps, sondes d^ADN ou d'ARN, etc.) et revelateurs 
etant alors dans la phase liquide. C'est le cas par exemple des tests histologiques 
ou Techantillon est une coupe de tissu(s) provenant de Torgamsme d'xm patient. 

Aujourd'hui, ces differentes operations de manipulation de la phase solide 
25 et de la phase liquide sont essentiellement manuelles. Certains reactifs sont 
directement deposes sur la lame ou, dans le mode serologique, c'est rechantillon 
biologique lui-m6me, puis la ou les lames sont trempees dans des bains successifs 
qui realisent les operations de coloration necessaires k I'observation. II en resulte 
diff^rents inconvenients, et notamment : 
30 - xm risque de fausse manipulation lorsque un 6chantillon de quelques 

microlitres est d6pos6 sur une lame et pent glisser en dehors de la zone reactive. 
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- un manque de reproductibilit6 car il est impossible de controler 
pr^cisement les forces de cisaillement auxquelles est soumis le depot sur la lame, 

- ime derive des reactifs, qui, pour des raisons de cout, ne sont pas 
renouveles a chaque trempage. 

Les appareils disponibles actuellement tmitent les lames de manidre 
ouverte, avec des jets de liquide ou des bains, entrainant des consommalions 
aev6es de r^actif ainsi qu'un risque elev6 de contamination. Us ne sont pas 
adapt^s h. une utiUsation h acces al^atoire, qui est seule capable de repondre a 
I'urgence. Tels sont par exemple les appareils decrits dans les brevets ou 
demandes de brevets n« WO03/052386, US6,352,861 et US6,495,106 de 
LabVision, Ventana et BioGenex, Jls sont adapates k I'immmiohistologie et ne 
sont pas utilises en serologic. 

II existe done rni besoin reel de dispositifs d'incubation ameHores pour 
lames de serologic ou d'histologie, permettant une analyse rapide, fiable et 
automatisee. Dans le domaine s^rologique il y a en particulier un besoin non 
satisfait d'incubateur de lame k acces aleatoire, qui puisse traiter une lame dans 
des delais courts (typiquemetit en moins d'une heure), et r6pondre aux diagnostics 
d'urgence en matidre de maladies infectieuses. La pr&ente invention appote une 
solution a ces besoins. 

Resum6 de I'lnvention 

La presente demande conceme un dispositif amelior6 d'incubation pom- 
lames de serologic ou d'histologie. Elle concerne ^galement tout appareU 
comprenant rni tel dispositif, ainsi que I'utilisation de ces appareils el/ou dispositifs 
dans des precedes d'analyse ou de diagnostic. 

L'objet de la presente invention est notamment de foumir un dispositif 
d'incubation pour lames de serologic ou d'histologie qui evite les inconvemenls 
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meiitioimes precedemment, en assurant la mise en contact des elements reactifs de 
maniere fiable et automatique, 

Un premier objet de Tinvention reside plus particulierement dans im 
5 dispositif d'incubation de lames de serologie ou d'histologie presentant une zone 
reactive, caracterise en ce que: 

- il comprend un support solide (1) ayant \mo surface plane sur sa face 
sup^rieure, dans lequel est amenage au moins un alvelole (2) ouvert sur la surface 
du support, Touverture ayant une superficie superieure a celle de la zone reactive 

10 de la lame et inf^rieure a celle de la sxirface de la lame, 

- la parol de Talv^ole comprend au moins deux orifices (4) permettant la 
circulation de liquide(s) dans Talveole, 

- le contour de Touverture de Talveole est avantageusement muni dW 
moyen permettant d'assurer mie etanclieite^ de preference dW joint (5); et 

15 - le dispositif comporte en outre des moyens pour disposer et/ou bloquer 

une lame (6) de serologie ou dliistologie de maniere a ce que la zone reactive de 
la lame se trouve en face de Touverture de Talveole a la surface du support, la lame 
et le support cooperant ainsi pour former ime chambre d'incubation etanche. 

20 Dans des modes de realisation particulierement preferes de Tinvention: 

- le dispositif comporte en outre des moyens poxir assurer une alimentation 
en liquide(s) de Talveole (ou de la chambre d'incubation), et/ou 

- le support comporte une plurality d^alveoles tels que definis 
precedemment, permettant Tincubation en parallele de plusieurs ecliantillons, 

25 disposes sur une meme lame ou sur des lames distinctes, et/ou 

- le dispositif comporte en outre des moyens d*alimentatidn automatique de 
lames et, eventuellement, un lecteur d'identifiant de lames, el/ou 

- le dispositif comporte en outre des moyens de transfert de lame vers xm 
dispositif de lecture de signal. 

30 
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D'une maniere particulidrement avantageuse, dans le dispositif de 
I'invention, la lame porte-objet (6) constitue la face superieure demontable d'une 
chambre d'incubation, ladite chambre etant etanche et munie d'orifices (4) 
permettant la circulation des difftots liquides necessaires au d^veloppement de 
5 reactions de serologic ou d'Mstologie. Ainsi notamment, selon I'invention : 

- la mise en place de I'echantillon (en mode s6rologique) ou des r6actifs (en 
mode Mstologique) ne se fait pas sur la lame mais directement dans le dispositif^ 
un emplacement prevu a cet effet, 

- les reactifs successife sont mis en contact avec la lame par un balayage 
10 laminaire limitant strictement le cisaillement, 

- les operations se succedent '% r^actif perdu", apres chaque reaction le 
r6actif utilise (ou I'excds du r6actif) est evacue, et n'est pas reutiUse. 



15 



Ces caracteristiques sont particulierement avantageuses et permettent la 
mise en contact des elements reactifs de manidre fiable et automatique, et de 
foumir des resultats reproductibles. 



20 



25 



Un autre objet de I'invention conceme un procedd d'analyse s6rologique 
comprenant I'incubation d'une lame de serologic comprenant une zone reactive 
comportant une serie de d6p6ts d'agents infectieux, pathogenes, allergenes ou 
autoantigenes avec un ^chantillon de serum d'un patient, ou une dilution de celui- 
ci, puis la revelation des anticorps de I'^chantiUon fixes sur les depots au moyen de 
reactifs marques, caractMs^ en ce que I'incubation est realisee dans im dispositif 
tel que defmi pr6cedemment. L'echantiUon a tester pent etre introduit dans un 
alveole avant la mise en place de la lame, puis la lame est appliquee sur la surface 
du support de maniere a former la chambre d'incubation etanche dans laquelle la 
zone reactive de la lame est au contact de I'echantillon. En variante, I'echantillon k 
tester peut etre introduit (pompe) dans la chambre d'incubation formee par la lame 
mise en place sur I'alveole. 
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Un autre objet de rinvention concerne un precede d'analyse histologique 
comprenant rincubation d^mie lame d^histologie comprenant une zone reactive 
comportant mi echantillon de tissu d'mi patient avec ime solution d'anticorps 
speciftques, puis la revelation des anticorps de la solution fixes sur rechantillon au 
5 moyen de reactifs marques, caracterise en ce que Tincubation est realisee dans un 
dispositif tel que defini pr^cedemment. 

L'invention concerne egalement Tutilisation d'xm dispositif tel que defini 
pr6c6denmient pour Tanalyse s6rologique ou histologique. 

10 

Un autre aspect de Tinvention conceme des kits, notamment d'analyse 
biologique^ comprenant un dispositif tel que defini precedeininent. 

Uinvention est applicable dans de nombreux domaines, notamment pour 
15 Tanalyse histologique ou s6rologique dans un contexte medical, veterinaire, 
environemental, agro-alimentaire, etc. 

Description d6taillee de Tinvention 

20 Comme indiqu6 precedemment, Tinvention porte sur im dispositif adapte a 

Fanalyse de lames de serologic ou d'histologie. Le dispositif comporte 
avantageusement un suppoit solide (1) aj^ant ime surface plane sur sa face 
superieure dans lequel est amenage au moins un alvelole (2) ayant une ouvert sur 
la sm-face du support, le support cooperant avec la surface de la lame pour former, 

25 au niveau de Talveole, mie chambre d^incubation etanche dont la lame represente la 
face superieure amovible, la paroi de Talveole comprenant par ailleurs au moins 
deux orifices (4) permettant la circulation de liquide(s) dans la chambre 
d'incubation ainsi formee. 



30 Le support utilise pent Stre de formes et de dimensions varices, dans la 

mesure ou il comporte mie surface plane, de preference sur la face superieure. Le 
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support est typiquement de forme rectangulaire, adaptee a la foime habituelle des 
lames de serologie on d'histologie, meme si toute autre fonne peut etre envisagee 
(carr^e, circulaire, triangulaire, etc.). Ainsi, lorsque le positiorniement de la lame 
est assure par le couvercle, le support de I'alveole peut etre de taiUe limitee au 
contour de la surface assurant I'etanclieite, lypiquement un joint limitant I'alveole. 
L'epaisseur du support doit dtre suffisante pour pfemiettre de recevoir I'alveole (une 
cavite), d'un volume approprie pour fonner une chambre d'incubation. 
Typiquement, la chambre d'incubation (et done I'alveole) possede un volume 
compris entre 5 et 500 ^1, par exemple entre 10 et 350 iil, et le support devrait 
pr&enter une ^aisseur supeiieure a 3 mm, par exemple comprise entre 0,5 et 3 
cm. 

Le support solide peut 6tre realise h partir de materiaux varies, 
6ventuellement melanges. II peut en particuUer 6tre compose (ou a base de) de 
materiau plastique, de metal et/ou de tout materiau rigide resistant aux solutions 
salines et a des temperatures superieures ou 6gales a 37°C. Dans un mode de mise 
en csuvre pref^re, le support solide est compose (ou a base, c'est-a-dire comprend) 
de polymetacrylate, de polyester, de polycarbonate, de nylon (delrin, rilsan) ou 
d'acier inoxydable, seuls ou en m^anges. 

L'alveole menag^ dans le support peut adopter differentes formes, selon les 
applications envisag6es et/ou selon le type de support mis en o3uvre. A priori, il 
n'existe pas de contrainte sp^cifique quant a la feme de I'alveole, sous reserve que 
I'ouverture ait une superficie sup6rieure a celle de la zone reactive de la lame et 
inf6rieure h celle de la surface de la lame, pour pennettre la formation de la 
chambre d'incubation. Par ailleurs, comme decrit dans la suite du texte, le support 
peut comprendre une pluralite d'alveoles, pennettant I'analyse s6paree de plusieurs 
echantillons. Dans des variantes prefer6es de mise en csuvre, l'alv6ole (et son 
ouveiture) pr^sente mie forme circulaire ou allong^e, avec des rayons de courbure 
les plus grands possibles. II est entendu que d'autres formes peuvent etre 
envisagees (rectangulaire, elUptique, etc.). 
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D'autre part, coiiime indique precedemment, le contour de Touverture de 
ralveole est preferentiellement muni d*un joint (5), pennettant d^assui^er une 
etancheite a la chambre d*incubation. Le joint pent etre realise pai" exemple dans 
5 ou a partir de tout materiau souple, de preference de latex, de caoutchouc 
synthetique ou de silicone. En outi'e, le joint pent 8tre de forme plane ou tbrique. II 
pent pesenter un diametre ou une 6paisseur variable, typiquement comprise entre 
0,5 et 5 mm. 

10 Les orifices (4) pr6vus dans la parol de Talveole ont de preference un 

diametre faible, puisqu'ils sont destines essentiellement a assurer la circulation de 
liquides. Typiquement^ leur diametre est compris entre 0,1 et 3 mm^ de preference 
entre 0,3 et 2 mm, plus preferentiellement entre 0,5 et 2 mm. Pour assurer une 
meilleure circulation des liquides dans la chambre d'incubation, et notamment afin 

15 de reaUser xm balayage, les orifices sont avantageusement disposes de part et 
d'autre de Talveole, c*est-a-dire typiquement diametralement opposes, Ainsi, 
lorsque la chambre d'incubation est form6e par mise en place de la lame, les 
orifices se trouvent disposes de part et d'autre de la zone reactive, et permettent de 
realiser un balayage de celle-cL 

20 * 

Dans un mode de mise en (suvre prefer6 du dispositif de Tinvention, 
Talveole comprend deux orifices diam6tralement opposes. Tun pour T entree des 
liquides, Fautre pom' la sortie des liquides* 

25 II est entendu que des orifices supplementaires (par exemple 1 ou 2) 

peuvent etre prevus, soit pour Talimentation en liquide(s)3 soit pour le sechage ou 
Talimentation en gaz, par exemple, soit encore pour ameliorer le flux ou le 
balayage au sein de la chambre d'incubation, 

30 Selon un mode de realisation particuliferement prefere de I'invention, le 

dispositif comporte en outre des moyens poxir disposer et/ou bloquer xme lame de 
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serologie ou d'histologie de maniere a ce que la zone reactive de la lame (6) se 
trouve en face de I'ouverture de I'alveole a la surface du support, la lame et le 
support cooperant ainsi pour fomier una chambre d'incubation etanche. 

Les moyens pennettant de disposer et/ou bloquer la lame sur le support 
peuvent etre constitues par exemple d'un lamage, d'un epaulement ou de picots. 
De tels moyens permettent de forcer une raise en place correcte de la lame de 
maniere a ce que la zone reactive se trouve en face de I'ouverture de I'alveole. 
Dans une realisation prefer6e, un d6gagement (13) est m6nag€ dans le support, a 
rnie extr^mite de I'emplacement de la lame, pour en faciliter le degagement par 
simple pression, et/ou un couvercle (7) mobile et articule permet de bloquer la 
lame (appui et maintien), une fois en position. 

Dans une variante particuHere, les moyens pour disposer et/ou bloquer la 
lame comportent un cadre articule (14), notamment h glissiere et, eventueUement, 
des moyens de verrouiUage. Le cadre articule comporte avantageusemerit une 
articulation ou une chamiere permettant la mise en place ais^e et guidee de la lame 
(et ainsi I'ouverture et la fermeture de la chambe d'incubation), ainsi que 
6ventuellement, un couvercle (141). Les moyens de verrouiUage peuvent 
comporter, par exemple, une molette (142) actionnant une came de veirouillage, 
ou encore un 61ectroaimant. 

Dans une autre variante de realisation particuliere, les moyens pour 
disposer et/ou bloquer la lame sont constitu6s par un couvercle (7) fixe muni d'un 
emplacement (71) permettant la mise en place de la lame (6), le bloc support de 
I'alveole etant mobile par rapport au dit couvercle. Dans ce cas, c'est le support de 
I'alveole qui peut etre mu dans la direction verticale de sorte a realiser la feimeture 
de la chambre d'incubation lorsque la lame est en place. Dans cette variante, les 
lames sont avantageusement glissees dans un emplacement (71) (par exemple'une 
rainure) menage dans le couvercle, et la montee du support feime la chambre 
d'incubation (et place la zone reactive au contact de Uquides- ant6rieurement ou 
ulterieurement introduits dans celle-ci). De pref6rence, dans le dispositif de 
invention selon ce mode de reaHsation, le support et le couvercle fixe sont lies par 
des moyens de guidage du mouvement du support et comporte avantageusement 
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des moyens pour commander ce deplacement, par example electriques ou 
mecaiiiques. D'autre part^ dans cette variante, le couvercle est avantageusement 
perce d'une ouverture (3) a Faplomb de Falveole d'incubation, de sorte a permettre 
rintroduction de rechantillon dans ledit alveole avant la mise en place de la lame, 
5 le cas echeant. La figure 4 montre cette disposition en perspective cavaliere. 

Ainsi, un objet particulier de la presente invention conceme un dispositif 
d'incubation de lames de serologie ou d'histologie presentant ime zone reactive, 
caracteris6 en ce qull comprend: 

10 - im support solide (1) mobile ayant xme surface plane sur sa face 

superieure, dans lequel est amenage au moins im alveole (2) ouvert sur la surface 
du support, Touverture ayant une superficie superieure a celle de la zone reactive 
de la lame et inferieure a celle de la surface de la lame, dans lequel la paroi de 
Talveole comprend au moins deux orifices (4) peraiettant la circulation de 

15 liquide(s) dans Talveole et le contour de Touverture de I'alveole est mxmi d'un 
moyen permettant d'assurer une etancheite ; 

- jun couvercle fixe (7) muni d'lm emplacement (71) permettant la mise en 
place de la lame^, et d'une ouverture (3) ; et 

- des moyens pour guider le deplacement essentiellement vertical du 
20 support (1) mobile vers le couvercle (7) fixe pour permettre de former une 

chambre d'incubation etanche entre Falveole et la lame^ lorsque celle-ci est en 
place^ la zone reactive de la lame etant contenue dans ladite chambre d'incubation. 

Dans un mode de realisation prefere, le dispositif de Tinvention comporte 
25 en outre des moyens pour assurer une alimentation en liquide(s) de la chambre 
d'incubation. Ces moyens d'alimentation compreniient typiquement au moins un 
reservoir d'alinientation en liquide (8) relie a un premier orifice de Falveole, dit 
orifice d'entree, par un systeme de tubulure pour Fintroduction de liquide(s) dans 
Falveole, et un reservoir de recuperation de liquide (9) relie a un deuxieme orifice 
30 de Falveole, dit orifice de sortie, par un systeme de tubulure, pour Felimination des 
liquides, lesdits systemes etant connect6s a ime ou plusieurs pompes (10, 1 1). 
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Dans ime variante de mise en oeuvre, on utilise une pompe unique (de 
pr6f6rence aspirante) pour commander I'entree et la sortie des liquides. 

Dans un autre mode de realisation, on utilise la mise en pression des 
reservoirs potir mouvoir les liquides, chaque canal d' alimentation est alois muni 
non seulement d'une vanne mais aussi d'un 616ment de reglage du debit tel qu'un 
pointeau. 

Avantageusement, le dispositif comporte plusieurs (par ex. 2 a 6) r&ervoii^ 
d'alimentation en Uquides (8) reU& h I'orifice d'entree, chaque reservoir etant 
comiect^ h une vamie (12). La presence de plusieurs reservoirs d'alimentation 
permet Fintroduction de differents r^actifs dans la chambre d'incubation, selon des 
cin6tiques, doses et/ou programmes adaptes. La presence de vannes permet de 
r^guler individuellement I'alimentation en chacun des liquides (ou a partir de 
chacun des reservoirs d'alimentation presents). 

Dans une variante preferee, une pompe de type peristaltique est mise en 
15 oeuvre, de preference a mouvement reversible, assuiant la mise place successive 
des liquides par aspiration, chaque liquide etant sous le cont61e d'une vanne. Le 
debit de la pompe pent varier par exemple de 0.1 k 10 ml/min. Un pompe de type 
seringue pent etre utilis^e, avec les mSmes d6bits. 

D'autre part, dans une variante particulidre de Finvention, le dispositif 
20 comporte en outre une pompe supplementaire (1 1) pour le sechage de la lame ou 
pour le nettoyage du dispositif, 11 s'agit avantageusement d'une pompe a air non 
voWtrique, avec un d^bit compris par exemple entre 100 et 3000 ml/min. II est 
entendu que ces chififres sont foumis a titre indicatif, et que certaines r6alisations 
peuvent sortir de ces limites et gtre adaptees par I'homme du metier. 
25 Les deux pompes peuvent etre connectees a la mSme tubulure de sortie, 

chacune controlee par une vanne. Dans le cas d'une pompe peristaltique la vanne 
n'est pas necessaire. La pompe a air pour le sechage pent 6tre soit aspirante 
auquel cas eUe est comiectee du mSme c6t6 que la pompe d'aspiration des liquides' 
ou du type soufflant, auquel cas eUe est connectee de I'autre c6t6 (ainsi qu'il est 
30 montr6 sur la figure 5). 
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Les vannes utilisees sont avantageusement commandees electriquement. 
Selon les modes de realisation, 3 a 6 vannes controlent Fanivee des reactifs^ 0 a 3 
vannes controlent les pompes d'aspiration. Dans une realisation preferee, une des 
vannes est utilisee pour assurer la mise a la pression atmospherique, facilitant 
5 rouverture et la fermeture de la chambre d'incubation, 

Le dispositif peut Stre limite a une seule lame mais, dans une realisation 
avantageuse, plusieurs lames sont incubees en parallele. Dans ce cas, plusieurs 
alveoles sont avantageusement pr6vus dans le support (ou plusieurs supports sont 
10 utilises), chaque alv6ole comprenant son jeu d' electro vannes (12). Dans une 
realisation particuliere les 61ectrovannes sont commandoes de fa9on synchrone et 
une pompe preristaltique multicanaux assure le transfert des reactifs de maniere 
simultanee dans les differents alveoles, Un contact auxiliaire peut etre prevu pour 
empecher Fouvertuxe des vannes sur un alveole non utilise, 

15 

Ainsi, un objet particulier de Tinvention reside dans un dispositif dans 
lequel le support comporte une pluralite d'alv6oles tels que definis pr6cedemmentj 
permettant Tincubation en parallele de plusieurs lames de serologic ou d^histologie. 
Typiquement, chaque alveole est mxmi de moyens d'alimentation en liquide et les 

20 imites alveole-systSme ^alimentation ainsi constituees sont agencees pour 
fonctionner en parallele, en utflisant les mSme liquides, selon des sequences 
synchrones ou decalees, 

Dans un mode prefere de Finvention la pompe de transfert de liquide est 
aspirante, la pompe a air est soufflante et connectee a Forifice d'entree de 

25 Falveole, de sorte que les fluides circulent toujours dans le meme sens et 
s'evacuent dans mi receptacle (9) unique. 

Dans un mode particulier de mise en oeuvre^ le dispositif de Finvention 
comporte en outre des moyens d'alimentation automatique de lames et, 
eventuellement, un lecteur d'identifiant de lames. La lame peut etre identifiee par 

30 tm code a barre ou, de fagon preferentielle, par une etiquette 61ectronique. 
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Dans un autre mode particulier de mise en oeuvre, qui peut etre combine 
avec I'un quelconque des precedents, le dispositif de rinvention comporte en outre 
des moyens de transfert de lame vers rai dispositif de lecture de signal, en 
particulier un lecteur optique en vue de realiser les observations et mesures'des 
caracteristiques biologiques des echantillons. Avantageusement, le dispositif de 
lecture de signal est integre dans le support et/ou le couWcle du dispositif 
d'incubation selon I'invention. 

Dans un mode particulier de rinvention le materiau du support est 
transparent et le fond de Talv^ole est poll de sorte que le dispositif optique 
d'observation peut 6tre int6gr6 dans le dispositif d'incubation. A titre d'exemple 
on peut munir le dispositif d'incubation de la figure 4 d'une optique de detection 
de fluorescence avec une diode electroluminescente integree dans le support et un 
objectif retractable venant en contact avec la lame. De tels dispositifs optiques sont 
grandement facilites par la disposition de fibre optique pour r6soudre les 
problemes d'encombrement ainsi que I'homme de I'art sait le faire. 

Les dispositifs selon I'invention sont adapts h tout type de lame de 
serologic ou d'histologie. Dans ce contexte, au sens de la presente demande, on 
entend par "lame" tout Element rigide porte-objet pouvant etre utilise pour 
inmiobiliser un d6p6t biologique, delimitant ainsi une zone reactive. II peut s'agir 
par exemple d'une lamelle solide, d'une membrane, d'un filtre, etc. La lame peut 
6tre realis^e en (ou k base de) tout materiau connu et conventionnel, comme du 
plastique, verre, nylon, ceramique, metal, des polymeres biologiques, de la silice, 
etc. Des lames pref6r6es sont des lames porte-objet de microscopic en verre. Leurs' 
dimensions sont generalement standard, soit environ 25mm x 75mm. Dans un 
mode de realisation prefere, les lames sont munies d'un detrompeur , par exemple 
sous la forme d'une encoche dans un coin. 

Differents mode de reaHsation et d'utilisation de I'invention sont d6crits 
dans les exemples et dans les figures annex6es, dans lesquelles: 
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La Figure 1 est une vue de dessus de F alveole d' incubation en version 
serologic. Plan cote. (1) : support creuse de Talvisole d' incubation (2) et d'une 
empreinte de lame. (4) : orifices d' entree et de sortie des liquides et des gaz. (5) : 
joint d'etancheite. (13) : degagement de la lame . 

5 

La Figure 2 est une vue de dessus de I'alveole d'incubation en version 
histoiogie. Plan cote. 

La Figure 3 repr6sente un bloc portant Falveole d'incubation selon 
10 Finvention h support fixe et couvercle mobile. (1) : support creuse de Falveole 

d'incubation (2) et d'une empreinte de lame. (4) : orifices d'entree et de sortie des 
liquides et des gaz. (5) : joint d'etancheite. (6) : lame, representee hors place. (7) : 
couvercle, represente sans les articulations. (13) : degagement de la lame . 

15 La Figure 4 represente xm dispositif selon Finvention a couvercle (7) fixe et 

support d' alveole (1) mobile, pourvu de moyens de guidage et de mise en place de 
la lame; (3) ouverture du couvercle, permettant Fintroduction de Fechantillon dans 
Falveole. La mecanique de montee et descente du bloc n'est pas representee. 

20 La Figure 5 repr6sente une coupe schematique de principe des circulations 

en version serologic. Le bloc des electrovannes (12) est constitue d'un socle de 

metacr}date perce de canalisations fines et sur lequel sont boulonnees les vannes, 
Le bloc est lui-meme boulomie sur le support d'alveole. Les tubulures sont 
representees par des lignes pointillees. Le circuit electrique n'est pas represente. 

25 

La Figure 6 est un schema de principe des circulations en version 
histoiogie. II n*y a pas de dispositif de sechage, considere comme facultatif en 
histoiogie. 

30 La Figure 7 represente une disposition d'un incubateur a quatre lames selon 

rinvention, vu de dessus a Techelle 1/2- Les dispositifs de verrouillage des lames 
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sont repr6sentes en gris. Chaque dispositif consiste en un cadre (metallique) 
articule (14) portant un couvercle transparent (141), ainsi qu'une molette (142) 
actionnant la came de verrouillage (non figuree). Les grands cercles sont les 
emplacements des flacons de tampon et d'eau, les petits cercles hachures sont les 
emplacements des reactifs h utilisation restreinte, tels que les agents colores. 
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Comme iUustre sur les figures, IWention pent 6tre mise en oeuvre pour 
I'analyse de lames de s6rologie. Dans le mode s&ologique, la lame porte une serie 
de d6p6ts biologiques ("spots"), par exemple d'agents infectieux, patiiogenes, 
d'autoantigtees ou d'aUergenes. Les d6p6ts sont soigneusement reperes, ce' 
rep^rage constituant un code d'identification. L'echantillon liquide a tester est un 
s6rum de patient, g^neralement dilue dans un tampon appropri6. 

Les reactifs mis en (Buvre sont : 

1) Les agents de revelation des anticorps du patient eventuellement fixes 
sur la lame et, d'une maniere preferentielle, des anticoips d'origine animale 
couples a des molecules marqueurs, par exemple fluorescentes. Les anticorps 
d'origine animale (chevre, souris, rat, lapin) sont pref&entieUement de deux types: 
les uns reconnaissent les immunogiobuline de type M, les aiitres les 
immunoglobulines de type G. Chaque type d'anticoips est couple a un marqueur 
specifique. Par exemple, les premiers sont couples k la fluoresceine et les seconds 
a la rhodamine. II est entendu que d'autres combinaisons de colorants et/ou 
marqueurs sont possibles, telles que les fluorochromes Alexa Fluor 488 et Alexa 
Fluor 594, pourvu que les spectres d'excitation ou d'emission different De tels 
colorants et/ou marqueurs peuvent 6tre trouves dans le commerce, par exemple 
aupres de Sigma (Saint-Louis, Mo, USA) ou Molecular Probes (Eugene, Oregon, 
USA), y compris sous forme conjugu^e aux anticorps anti IgG et anti IgM. Dans 
I'invention ils sont utilises de preference en melanges dilues de maniere k r^aliser 
un marquage rapide et specifique, selon les procedures connues de I'homme de 

1'^ fc 
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2) Les solutions de rin9age qui sent utilisees, solutions salines legerement 
detergentes selon des compositions connues de rhomme de Fart^ pour rincer les 
reactifs en contact avec la lame^ et solutions plus astringentes et eau distillee pour 
rincer TappareiL 

5 

Les incubations peuvent dtre effectuees a temperature du laboratoire^ ou a 
3TC si im effet accelerateur est rechercM. EUes procedent par phases successives: 
la premiere 6tape est la mise en place dans Talveole (2) ou dans la chambre 
incubation de Fechantillon liquide a tester, gen^ralement entre 10 et 100 

10 L'echantillon pent Stre introduit de maniere automatique au moyen du systeme de 
pompage ou, dans un mode prefere, par pipetage dans Talveole ouvert, avant 
Fapplication de la lame. Ensuite, la lame (6) est mise en place, assurant la mise en 
contact de la zone reactive avec rechantillon liquide a tester. La lame est appliquee 
sur le contour de Talveole de sorte a realiser une etancheite. Apres un temps 

15 d^incubation approprie, le dispositif rince la lame au moyen d'xme solution de 
linkage, puis amene les reactifs de revelation marques (e.g,, les conjugues 
anticorps fluorescents). A Tissue d'une nouvelle incubation, la chambre 
d'incubation est rincee k nouveau. Dans im mode prefere, la demiere operation est 
xm sechage par balayage d'air. Au cours du processus automatique d'incubation, 

20 les reactifs sont done successivement introduits par pompage et entrent en contact 
avec la zone reactive de la lame, avec des temps de pause permettant le couplage 
reaction-diffusion. A la fin du processus la lame est ou non sech6e par un courant 
gazeux. 

Pour assurer une grande sensibilite, chaque reaction doit etre aussi complete 
25 que possible, a Texception de la premiere qui pent etre "controlee par la cinetique" 
pour mieux refleter les differences d'un patient a un autre, L^invention permet en 
outre un grande specificite, c'est-a-dire notamment Tabsence d' artefacts dus a la 
persistence du reactif prececent dans Tincubation suivante, 

Dans un mode prefere, plusieurs unites d'incubation, alveole-porte-lame- 
30 systeme de pompage, sont associees pour fonctionner en paralldle selon des 
sequences synchrones ou decalees, en utilisant des reservoirs de reactifs communs. 
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L'invention peut egalement etre mise en oeuvre pour i'analyse de lames 
d'histologie. Dans le mode Mstologique la lame porte un echantillon de tissu d'un 
patient, qui peut se presenter sous forme d'une coupe congelee et sech6e ou d'une 
coupe deparafmee, par exemple. Les reactifs mis en oeuvre dans ce mode de 
realisation sont : 

1) Le ou les anticorps specifiques reconnaissant les elements d'interSt sur la 
coupe echantillon. Ces anticoips sont de preference monoclonaux, ils 
reconnaissent soit des antigenes de diff6renciation, tel que la cytokeratine, soit des 
antigdnes tumoraux, comme I'antigdne carcinoembryonaire. Ils peuvent etre 
directement marques ou r6v61es par des anticorps secondaires eux-mdmes 
marqu6s, soit par des molecules fluorescentes, soit par des enzymes. 

2) Les solutions de ringage utilisees, solutions salines legerement 
detergentes selon des compositions connues de I'homme de I'art, pour rincer les 
reactifs en contact avec la lame, et solutions plus astringentes et eau distillee pour 
rincer I'appareil. 
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Les incubations peuvent 6tre effectuees k temp&ature du laboratoire, ou a 
37-C si un effet acc616rateur est recherche. EUes procddent par phases succes'sives: 
la premiere etape est la mise en place de I'anticoips sp6cifique, qui peut etre un 
anticorps monoclonal convenablement dilue selon les regies connues de I'homme 
de I'art. L'anticorps peut etre introduit de maniere automatique au moyen du 
systeme de pompage, ou dans un mode prefere par pipetage dans I'alveole ouvert, 
avant I'application de la lame. Plusieurs anticorps peuvent etre successivement mis 
en contact avec lame, au moyen de I'incubateur, pourvu qu'in fine les marquages 
se distinguent les uns des autres. L'homme de I'art n'aura aucune peine k 
programmer la sequence adequate pour realiser les marquages qu'il aura choisis. 
Dans un mode particulier, un s6chage par balayage d'air est effectue pour nettoyer 
I'appareil, apres retrait de la lame. 



30 



1 er depot 



17 

Daiis im mode prefere^ plusieurs unites d'incubation, alveole-porte-lame- 
S3^stem.e de pompage^ sont associees pom fonctiomier en parallele selon des 
sequences synchrones ou decalees, en utilisajit des reservoirs de reactifs communs. 

5 D^autres aspects et avantages de le presente invention apparaitront k la 

lecture des exemples de mode d'utilisation qui suivent, qui doivent etre consideres 
comme illustratifs et non limitatifs. 

Exemple 1 - Description d^une incubation de serologic 

10 

Ce mode de raise en oeuvre est decrit en relation avec la Figure n*^ 5. 

Hors cellule, le serum est chauffe 30 minutes a 57*^0 (decomplementation) 
puis conserve a 4^C. Le s6rum est dilue 1/100 dans PBS4ait (NaCl 0,15 
phosphate pH 7 0;01 M, 50 ml + 1.5 g de lait). 
15 40 jjil d'echantillon (serum dilue) sont introduits dans la chambre ouverte. 

La lame test (Inodiag) est placee au dessus, les spots en contacts avec 
Techantillon. La cellule (chambre d'incubation) est ferm^e et I'incubation est 
poursuivie pendant 20 minutes, 

L'electrovanne « tampon » est alors ouverte et la pompe d' aspiration (10) 
20 mise en action. Le rin9age est effectue par 100 |uil de tampon PBS contenant du 
tween 20 0.05%, pendant xme periode de 30 secondes environ. Cette operation est 
effectuee trois fois en suivant. 

L'electrovanne « anti IgM+IgG » est ensuite ouverte et la pompe 
d'aspiration (10) mise en action, Ceci permet Tintroduction dans la chambre 
25 d'incubation d'uii melange d'anticorps anti IgG et anti IgM (SOjil, dilue dans PBS). 
Uincubation est poursuivie pendant 10 minutes environ. Ce reactif est fluorescent. 
Ensuite, des rinQages identiques a Tetape precedente sont realises. 

L'electrovanne "eau" est ouverte et la pompe d'aspiration (10) mise en 
action pendant 30 secondes environ. 
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Enfin Felectrovanne liee h la pompe a air soiifflante (1 1) est ouverte, ainsi 
que IWectrovanne directement liee au reservoir de sortie (9). La pompe a ak (1 1) 
est actiomiee pendant 20 secondes, pour secher la lame. 

5 Exemple 2 - Description d'une incubation Mstologique 

Ce mode de mise en oeuvre est decrit plus particulierement en relation avec la 
Figure n° 6. 

Hors cellule, la coupe est d6paraffmee, rehydratee et pre-traitee selon les regies 
10 d'immunomarquage connues de Thomme de Tart. 

L'echantillon (100 ^1 d'anticorps primaire (ref.: 10032.1, clone: B56 
Histopathologic, P6cs, Hongrie) dilue au 1/100) est introduit dans la chambre' 
ouverte. La lame (6) porte-objet (coupe de tissu d'une epaisseur a 4 urn, ganglion 
lympliatique hmnain) est placee au dessus, la coupe en contacts avec IWoips 
dilue. La cellule (chambre d'incubation) est fermee et Tincubation est poursuivie 
pendant 20 minutes. 

L'electrovanne « tampon » est ouverte et la pompe d'aspiration (10) est mise en 
action. Rinpage par 100 ^1 de tampon, attente 3 minutes. Cette operation est 
effectuee trois fois en suivant. 

L'electrovanne «R6actif de detection » est ensuite ouverte et la pompe 
d'aspiration (10) mise en action. Ceci pennet I'introduction dans la chambre 
d'incubation du r6actif de detection (100 m1, polym^re conjuge a I'enzyme 
peroxidase). Incubation 20 minutes. Ensuite, des rin9ages identiques a I'etape 
prec6dente sont realis6s. 

L'electrovanne «substrat chromogene» est ensuite ouverte et la pompe 
d'aspiration (10) mise en action. Ceci permet I'inti-oduction dans la chambre 
d'incubation du reactif de revelation d'un melange de diamino-benzidine et d'eau 
oxygenee (100 |li1). Incubation 20 minutes. 
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Uelectrovamie «eaii» est oiiverte et la pompe d^aspiration (10) raise en 
marche. Apport de Teau distillee pour arreter raction enzyinatique. 
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Revendicatinns 



1. Dispositif d'incubation de lames de serologie ou d'Mstologie presentant xme 
zone reactive, caracterise en ce que: 

- il comprend un support soUde (1) ayant une surface plane sur sa face 
superieure, dans lequel est am6nag6 au moins un alveole (2) ouvert sur la surface 
du support, IWerture ayant une superficie suparieure h celie de la zone reactive 
de la lame et inf^rieure a celle de la surface de la lame, 

- la parol de I'alveole comprend au moins deux orifices (4) pennettant la 
circulation de liquide(s) dans ralv6ole, 

- le contour de IWerture de I'alveole est muni d'un moyen pennettant 
d'assurer une etanclieite ; et 

- le dispositif comporte en outre des moyens pour disposer et/ou bloquer 
ime lame (6) de serologie ou d'Mstologie de manidre h ce que la zone reactive de 
la lame se trouve en face de IWerture de I'alveole a la surface du support, la lame 
et le support cooperant ainsi pour former une chambre d'incubation etanche. 

2. Dispositif selon la revendication 1, caracterise en ce que les moyens pennettant 
de disposer et/ou bloquer la lame sur le support de manidre k ce que la zone 
reactive se trouve en face de IWerture de I'alveole sont constitues d'un lamage, 
d'un epaulement ou de picots, et eventuellement d'un couvercle (7) mobile et 
articule pennettant de bloquer la lame une fois en position. 

3. Dispositif selon la revendication 1 on 2, caracterise en ce que un degagement 
(13) est menage dans le support, a une extremite de I'emplacement de la lame, pour 
faciliter le degagement de la lame par simple pression. 

4. Dispositif selon la revendication 1, caracterise en ce que les moyens pour 
disposer et/ou bloquer la lame comportent un cadre articule (14), notamment a 
glissidre et, 6ventuellement, des moyens de verouillage. 
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5. Dispositif selon la revendication 1, caracterise en ce que les moyens pour 
disposer et/ou bloquer la lame sont constitues par un couvercle (7) fixe muni d'un 
emplacement (71) permettant la mise en place de la lame (6), le bloc support de 
Talveole etant mobile par rapport au dit couvercle. 

5 

6. Dispositif selon la revendication 5, caracterise en ce que le Support et le 
couvercle fixe sont lies par des moyens de guidage du mouvement du support et en 
ce qu'il comporte en outre des moyens pour commander ce deplacement, par 
exemple electriques ou mecaniques. 

10 

7. Dispositif selon la revendication 5 ou 6, caracterise en ce que le couvercle fixe 
est perce d'une ouverture (3) a Faplomb de Falveole d'incubation* 

8. Dispositif d'incubation de lames de serologic ou d'histologie presentant une 
15 zone reactive, caracterise en ce qu'il comprend: 

- un support solide (1) mobile ayant xme surface plane sur sa face 
superieurej, dans lequel est amenage au moins xm alveole (2) ouvert sur la surface 
du support, Touverture ayant une superficie sup6rieure a celle de la zone reactive 
de la lame et inf^rieure h celle de la surface de la lame, dans lequel la paroi de 

20 Talveole comprend au moitis deux orifices (4) permettant la circulation de 
liquide(s) dans Talveole et le contour de Touverture de Talveole est muni d'un 
moyen pennettant d'assurer mie etancheite ; 

- un couvercle fixe (7) muni d*im emplacement (71) permettant la mise en 
place de la lame, et d'une ouverture (3) ; et 

25 - des moyens pour guider le deplacement essentiellement vertical du 

support (1) mobile vers le couvercle (7) fixe pour permettre de former une 
chambre d'incubation etanche entre Talveole et la lame, lorsque celle-ci est en 
place, la zone reactive de la lame etant contenue dans ladite chambre d'incubation. 

30 9, Dispositif selon Txme quelconque des revendications precedentes, caract6ris6 en 
ce que Talveole presente une forme circulaire ou allongee. 
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10. Dispositif selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise 
en ce que I'alveole possede irn volume compris entre 5 et 500 fil. 

5 11. Dispositif selon IWe quelconque des revendications precedentes, caracterise 
en ce que le moyen pennettant d'assurer une 6tancheite comprend ufa joint (5). 

12. Dispositif selon la revendication 1 1, caracteris6 en ce que le joint est fait d'un 
mat^riau souple, de preference de latex, de caoutchouc synthetique ou de silicone, 

1 0 et^ou en ce qu'il est de forme plane ou torique. 

13. Dispositif selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise 
en ce que le support solide est compose de materiau plastique, de metal et/ou de 
tout materiau rigide resistant mx solutions salines et a une temperature superieure 

15 ou egale a Sy^'C. 

14. Dispositif selon la revendication 13, caracteris6 en ce que le support solide est 
compose de polymeiaciylate, de polyester, de polycarbonate, de nylon (delrin, 
rilsan) ou d'acier inoxydable, seuls ou en melanges. 

20 

15. Dispositif selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise 
en ce que les orifices (4) de I'alveole ont un diametre compris entre 0,1 et 3 mm 
et/ou sont disposes de part et d'autre de I'alveole, afin de r^aliser un balayage. 

; 16. Dispositif selon la revendication 15, caracterise en ce que I'alveole comprend 
deux orifices diametralement opposes, I'un pour r entree des liquides, I'autrepour 
la sortie des liquides. 

17. Dispositif selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise 
en ce qu'il comporte en outre des moyens pour assurer une alimentation en 
liquide(s) de la chambre d'incubation. 
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18. Dispositif selon la revendication 17, caracterise en ce que les moyens 
d'alimentation comprennent au moiiis im reservoir d'alimentation en liquide (8) 
relie a un premier orifice de I'alveole, dit orifice d'entree, par mi systeme de 
5 tubulure pour I'introduction de liquide(s) dans I'alveole, et un reservoir de 
recuperation de liquide (9) relie h. un deuxieme orifice de I'alveole, dit orifice de 
sortie, par un systdme de tub^llure, pour Telimination des liquides, lesdits systdmes 
etant connectes a une ou plusieurs pompes (10, 1 1). 

10 19, Dispositif selon la revendication 18, caracteris6 en ce qu'il comporte plusieurs 
reservoirs d'alimentation en liquides relics k I'orifice d'entr^e, chaque reservoir 
etant connecte a une vanne (12). 

20. Dispositif caracterise en ce que le support comporte une pluralite d'alveoles 
15 tels que definis dans Tune quelconque des revendications precedentes. 

21. Dispositif selon la revendication 20, caracterise en ce que chaque alveole est 
muni de moyens d'alimentation en liquide et en ce que les unites alveole-systeme 
d'alimentation ainsi constituees sbnt agencees pour fonctionner en paralieie, en 

20 utilisant les m6me liquides, selon des sequences synchrones ou decalees. 

22. Dispositif selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise 
en ce qu'il comporte en outre des moyens d'alimentation automatique de lames et, 
eventuellement, un lecteur d'identifiant de lames. 

25 

23. Dispositif selon I'une quelconque des revfendications precedentes, caracterise 
en ce qu'il comporte en outre des moyens de transfert de lame vers un dispositif de 
lecture de signal. 
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24. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 1 a 22, caracterise en ce 
qu'il comporte im dispositif de lecture de signal integre dans le support et/ou le 
couvercle. 

25. Precede d'analyse serologique comprenant I'incubation d'une lame de serologic 
comprenant une zone reactive comportant une serie de d6p6ts d'agents infectieux, 
pathogenes, allergenes ou autoantigenes avec rni ^hantiUon de s6rum d'un patient, 
ou une dilution de celui-ci, puis la revelation des anticoips de I'echantillon fixes 
sur les d^6ts au moyen de reactifs marqu&, caract6ris^ ea ce que I'incubation est 
r6alis6e dans un dispositif selon Tune quelconque des revendications 1 a 24. 

26. Proc6d6 selon la revendication 25, caracterise en ce que rechantillon a tester 
est introduit dans un alveole avant la mise en place de la lame, puis la lame est 
appliquee sur la surface du support de maniere a former la chambre d'incubation 
etanche dans laquelle la zone reactive de la lame est au contact de rechantillon. 

27. Precede selon la revendication 25, caracterise en ce que I'echantillon k tester 
est pompe dans la chambre d'incubation formee par la lame mise en place sur 
I'alveole. 



28. Precede d'analyse histologique comprenant I'incubation d'une lame d'histologie 
comprenant une zone reactive comportant un echantiUon de tissu d'un patient avec 
une solution d'anticorps specifiques, puis la revelation des anticorps de la solution 
fixes sur I'echantillon au moyen de reactifs marques, caracterise en ce que 
I'incubation est realisee dans un dispositif selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 24. 

29. Utilisation d'un dispositif selon I'une quelconque des revendications 1 a 24 
pour I'analyse serologique ou histologique. 

30. Kit comprenant un dispositif selon I'une quelconque des revendications 1 k 24. 
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Figure 1 
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Figure 2 
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